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【摘要】背景与目的 : 研究靶向血栓蛋白 ( RGD) 3 - tTF融合蛋白结合肿瘤血管标志物整合素αvβ3 的能力 , 旨在探讨融合蛋白的
RGD 多肽数量和化学结构与其结合整合素αvβ3 能力的关系及其意义。 材料与方法 : 用 3 个串联的 RGD 多肽与截短组织因子
(truncated tissue factor ,tTF)合成融合基因 ( RGD) 3 - t TF ,表达于大肠杆菌 ( E. coli) BL21(DE3) ,用镍柱纯化融合蛋白。通过凝血实验检
测融合蛋白 tTF组分的活性 ,运用间接酶联免疫吸附试验 ( ELISA) 分析其特异性结合整合素αvβ3 的能力 ,并与 RGD - tTF融合蛋白的
活性进行比较。 结果 : ( RGD) 3 - tTF与 RGD - tTF融合蛋白凝血活性相似 ( F = 0. 019 , P > 0. 05) ,但 ( RGD) 3 - tTF融合蛋白特异性
结合整合素αvβ3 的能力明显升高 ( F = 140. 17 , P < 0. 01) 。当融合蛋白浓度为 0. 24μmol/ L 时 , ( RGD) 3 - tTF融合蛋白的 OD405nm 值是
RGD - tTF融合蛋白的 1. 32 倍 (1. 25/ 0. 95) 。 结论 : ( RGD) 3 - t TF融合蛋白带有两个二硫键和 3 个 RGD 多肽 ,保留了组织因子凝血
活性的同时 ,提高了与整合素αvβ3 特异性结合的能力 , 为开展选择性肿瘤血管血栓靶向治疗的动物实验奠定了基础。
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【ABSTRACT】 BACKGROUND AND AIM : To study the ability of ( RGD) 3 -t TF thrombosis targeted protein binding to tumor
vascular markers such as integrin αvβ3 , and to investigate the relationship between the targeting ability to integrin αvβ3 and
the chemical structure of RGD polypeptide of the fusion protein. MATERIALS AND METHODS : The ( RGD) 3 -t TF fusion gene
was synthesized by the truncated tissue factor (tTF) and three RGD polypeptides in series and expressed in Escherichia
coli ( E. coli) BL21 (DE3) . The fusion protein was then purified by Nickel affinity chromatography column. The activity of
the tTF fusion protein was evaluated by clotting assay. The binding ability to intergin αvβ3 specially was analyzed by
indirect enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA) , and compared with the activity of RGD-tTF fusion protein.
RESULTS : The coagulation activity of ( RGD) 3 -t TF and RGD-t TF purified fusion protein was alike ( F = 0. 019 , P > 0. 05) .
However , the ability of the ( RGD) 3 -t TF fusion protein binding to intergrin αvβ3 specifically was elevated significantly
( F = 140. 17 , P < 0. 01) . When the concentration was 0. 24μmol/ L , the OD405nm of the ( RGD) 3 -t TF fusion protein was
1. 3 times more than that of RGD-t TF fusion protein(1. 25/ 0. 95) . CONCL USION: Because the ( RGD) 3 -t TF fusion
protein has two disufides and three RGD polypeptides , the coagulation activity of tissue factor was retained and the ability
binding to integrin αv β3 was increased significantly. It may provide a foundation for the further study of thrombosis-
targeted therapy in animal tumor models.
【 KEY WORDS】 RGD ; tTF; thrombosis-targeting protein ; integrins αvβ3
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都予以极大的关注 [1 ]。1997 年 Huang等 [2 ]首先以抗肿瘤
血管标志物抗体为载体连接到组织因子 ( TF) 胞外区的
截短组织因子 (truncated tissue factor , tTF) , 制备载体 -
截短组织因子融合蛋白 ,将抗体的特异性传递和 tTF潜
在的凝血功能相结合 , 靶向肿瘤血管而选择性诱发肿




员之一 , 在肿瘤血管内皮细胞高度表达 , 可以作为肿
瘤血管内皮细胞膜标志物 [3 ]。GRGDSP(缩写 RGD)即精
氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 (Arg- Gly-Asp) , 是具有生物活
性的短肽序列之一 , 含 RGD 序列的小分子多肽
CDCRGDCFC( RGD-4C) 是用噬菌体表面展示肽库技术成
功筛选出对αvβ3 有亲和力的配体 , 其中 RGD 是结合整
合素αvβ3 的部位
[3 ]。 我们以 3 个串联的含 RGD 序列
的 RGD-4C作为 tTF 的载体 , 利用基因工程技术构建融
合基因 ( RGD) 3 -t TF ,在大肠杆菌表达制备 ( RGD) 3 -tTF
融合蛋白 , 检测其与整合素αvβ3 特异性结合的能力 ,





1. 1. 1 菌株和质粒 大肠杆菌 ( E. coli) BL21
(DE3) 由厦门大学医学院抗癌研究中心提供 , 质粒
p ET22 b ( + ) 购自 Novagen 公司 ,tTF/ pSK( + ) 质粒由
美国南加州大学 Epstein 教授惠赠。
1. 1. 2 工具酶及试剂 工具酶购自 NEB 公司 ,
脱氧核糖核酸 (DNA) 纯化试剂盒为 OMEGA公司产品 ,
DNA序列分析由上海博亚公司完成。鼠抗 6 个组氨酸标
签的单克隆抗体 (6 ×His mAb) 、辣根过氧化物酶 ( HRP)
标记的羊抗鼠免疫球蛋白 G( IgG) 购自上海生工公司 ,
整合素αvβ3 购自 Sigma 公司。
1. 1. 3 引物 及 RGD-tTF融合蛋白 引物由上海
生工合成。根据 tTF cDNA 序列设计扩增 tTF 的引物 ,P1
(上游引物) : TCTGGCACTACAAATACTGTGGC 和 P2(下
游引物) : TTCTCTGAATTCCCCTTTCTCC。根据文献 [4 ]设
计含有 3 个 RGD-4C (CDCRGDCFCGGGGS) 的寡核苷酸
P3 : CATACCATGGGC( TGCGATTGTCGCGGAGATTGCTTC
TGCGGTGGAGGCGGGTCT) 3 TCTGGCACTACAAATAC (其
中划直线部分为含 RGD-4C 序列 , 波浪线部分为 tTF 5′
端序列) 。引物 P4 :CATACCATGGGCTGCGATTGTC和引物
P5 : CTACCTCGAGTTCTCTGAATTCCCCTTTCTCC。RGD-tTF
融合蛋白由厦门大学医学院抗癌研究中心提供。
1. 2 方 法
1. 2. 1 融合基因 ( RGD) 3 -t TF 的构建 以 tTF/
pSK( + ) 为模板 , P1和 P2 为引物 , 常规 PCR扩增 t TF
基因。在 PCR 反应体系中加入 t TF 基因产物和含
( RGD-4C) 3的引物 P3 , 退火融合得到 ( RGD) 3 -tTF模
板 ; 再加入引物 P4 、P5扩增 ( RGD) 3 -t TF 融合基因并
在 5′和 3′端分别引入 Nco Ⅰ和 Xho Ⅰ内切酶位点。1 %
琼脂糖凝胶鉴定、DNA 胶纯化试剂盒回收纯化目的片
段。
1. 2. 2 重组质粒的构建及转化 将纯化的 PCR
产物及载体 p ET22 b ( + ) 分别进行双酶切 ,在 T4 DNA
连接酶催化下连接 , 连接产物转化 E. coli BL21(DE3) ,
经氨苄青霉素抗性初筛、PCR筛选 , 阳性克隆送上海博
亚公司测序。
1. 2. 3 ( RGD) 3 -tTF融合蛋白的表达及纯化 挑
取含正确重组质粒 ( RGD) 3 / tTF/ p ET22 b ( + ) 的单菌
落 37 ℃培养过夜 , 扩大培养后 , 通过不同的诱导时间
和异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷 ( IPTG) 浓度优化其表达条
件。以最佳培养条件扩大培养。镍柱纯化目的蛋白 ,纯化
蛋白用 12 %十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳
(SDS-PAGE) 分析 ,依次加鼠抗 6 ×His mAb、HRP标记的
羊抗鼠 IgG孵育。纯化蛋白用 0. 01 mol/ L 磷酸缓冲液
( PBS)透析复性。
1. 2. 4 凝血实验 参照 Haubitz 等 [5 ]凝血实验方
法 , 用 3. 8 %的柠檬酸钠处理新鲜小鼠血液 , 留血
浆。凝血板每孔加血浆 30 μl ,分别加 ( 0. 75、1. 5、3. 6
μmol/ L) 的 (RGD) 3 -tTF、RGD-tTF融合蛋白和终浓度为
12. 5 mmol/ L 的氯化钙 (CaCl 2) , 并设 ( RGD) 3 -tTF、
RGD-tTF融合蛋白和 CaCl 2 的对照组 , 室温下记录从加
入 CaCl 2至血浆开始出现不流动的时间。
1. 2. 5 特异性结合整合素αvβ3实验 参照Kessler
等 [6 ]的研究方法用间接酶联免疫吸附试验 ( ELISA) 分析
(RGD) 3 -tTF融合蛋白特异性结合αvβ3 的能力。96 孔板
包被αvβ3 , 4 ℃过夜 , 1 %小牛血清蛋白 (BSA) 封闭 ,分
别加入倍比稀释的 (RGD) 3 -tTF融合蛋白 (0. 015～0. 48
μmol/ L) ,以相应浓度的 RGD-tTF融合蛋白、tTF-His 作对
照 ,于 4 ℃过夜。依次加入鼠抗 6 ×His mAb、HRP标记
的羊抗鼠 IgG孵育 ,四甲基联苯胺 ( TMB) 显色 10 min 后
终止反应 , 测定 OD405nm 值。
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图 2 重组( RGD) 3-tTF的镍柱纯化产物 SDS-PAGE分析 . 1 : 可溶性总
蛋白 ; 2 : 非可溶性总蛋白 ; 3、4、5 : 用洗脱缓冲液从层析柱上洗脱下来
的样品 ; M : 蛋白质标记
Figure 2 Analysis of the product of purification through Nickel-affinity
chromatography column by SDS-PAGE. 1 : Total soluble protein ; 2 :
Total insoluble protein ; 3 , 4 , 5 : Sample washed from the column with
Elute buffer ; M : Protein marker.
表 1 tTF 融合蛋白的凝血作用( x- ±s , n = 8)
Table 1 Clotting of tTF fusion proteins ( x- ±s , n = 8)





( RGD) 3 -tTF 3 RGD-tTF
0 0 > 30 > 30
0 12. 5 > 30 a > 30 b
0. 75 12. 5 > 30 > 30
1. 5 12. 5 14. 56 ±0. 72 # 14. 97 ±0. 57 △
3 12. 5 12. 78 ±0. 70 # 13. 09 ±0. 47 △
6 12. 5 9. 96 ±0. 56 # 10. 04 ±0. 39 △
6 0 > 30 > 30
Repeated measures analysis of variance : compared with the RGD-tTF
group ,
3
P > 0. 05 ( F = 0. 019) ; compared with the control group (a) :
#
P < 0. 01 ; compared with the control group ( b) :
△
P < 0. 01.
1. 3 统计学方法
数据用 SPSS11. 5 统计软件包进行处理 , 组间比较
采用重复测量设计资料的方差分析 ,以α= 0. 05 为检验
水准。
2 结 果
2. 1 ( RGD) 3 -tTF的 PCR组装
以质粒 tTF/ pSK( + ) 为模板 PCR扩增获得大小为
657 bp 的 tTF ,再与含 ( RGD-4C) 3的引物 P3 退火融合 ,
得到 ( RGD) 3 -tTF模板 ,经 PCR扩增获得 ( RGD) 3 -tTF产
物 , 1 %琼脂糖凝胶电泳分析 , 约在 780 bp 处见单一特
异性亮带 (图 1) ,其大小与理论计算值 (784 bp)相一致 ,





2. 3 融合基因 ( RGD) 3 -t TF 在大肠杆菌 ( E. coli)
BL21(DE3)中的表达
含有融合基因 ( RGD) 3 -t TF 的 DE3 重组子经系列
浓度异丙基硫代 -β-D 半乳糖苷 ( IPTG) 诱导表达 , 发现
IPTG终浓度达 0. 1 mmol/ L 时 , 目的蛋白表达量已达最
大。以 0. 2 mmol/ L IPTG探测 ,发现于 37 ℃诱导 6 h 为
最佳诱导时间。目的蛋白主要以包涵体形式表达 , 经镍
柱纯化 , 12 % SDS-PAGE ,见单一蛋白纯化条带约位于 38
KD(38 ×103 Da) 处 (图 2) ,用鼠抗 6 ×His mAb 证实该纯
化蛋白带为 ( RGD) 3 -tTF融合蛋白。
2. 4 凝血实验结果
柠檬酸钠抗凝血浆在单独加 12. 5 mmol/ L CaCl2
或 6 μmol/ L tTF 融合蛋白时 , 抗凝血浆 30 min 内不
凝 ; 在 Ca 2 + 存在时 , tTF融合蛋白能有效促进血浆凝
固 (表 1) 。随着 ( RGD) 3-tTF融合蛋白浓度的增加 ,凝血
时间相应缩短 ( P < 0. 01) ,其凝血活性与 RGD-tTF相似
( F = 0. 019 , P > 0. 05) 。
2. 5 特异性结合整合素αvβ3 实验结果
间接 ELISA 检测 ( RGD) 3 -tTF 融合蛋白与αvβ3 相
结合的特异性。实验结果 (图 3) 表明 ( RGD) 3 -tTF 和
RGD-tTF 融合蛋白均可与αvβ3 特异性结合 , 其结合程
度与剂量相关 , 并呈饱和现象 , 除 0. 015 μmol/ L 浓度
组外相同浓度的 ( RGD) 3 -tTF 融合蛋白与αvβ3 的结合
能力强于 RGD-tTF ( F = 140. 17 , P < 0. 01) 。当 tTF 融合
蛋白浓度为 0. 24μmol/ L 时 , ( RGD) 3 -tTF和 RGD-tTF
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图 1 ( RGD) 3-tTF PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析 . M : DNA标记; 1 : tTF
PCR产物; 2 : RGD-tTF PCR产物; 3 : ( RGD) 3-tTF PCR产物
Figure 1 Analysis of PCR product of ( RGD) 3-tTF by agarose gel electrop-
horesis. M : DNA marker ; 1 : PCR product of tTF; 2 : PCR product of
RGD-tTF; 3 : PCR product of ( RGD) 3-tTF.
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细胞的生长提供充足的营养物质并带走其代谢产物 [7 ] 。
组织因子 ( TF) 是一种跨膜糖蛋白 , 是凝血级联反应的始
发因子。研究证明 [8 - 9 ] 仅含有 TF 胞外区的截短组织因子
(tTF) 保留了结合并活化凝血因子Ⅶ (F Ⅶ) 的活性 , 但
其激活凝血因子Ⅹ (F Ⅹ) 的活性仅为完整的跨膜 TF的
10 - 5。因此 , tTF与凝血因子Ⅶ的结合并不能有效激活凝
血因子Ⅹ, 但当载体 -tTF融合蛋白的载体结合于细胞膜
后 , tTF激活凝血因子Ⅹ的功能将完全恢复 , 从而诱导肿





子 1(VCAM-1) 抗体 [11 ]和抗血管内皮生长因子 (VEGF) 抗
体 [12 ]。这种方法存在一些弊端 [6 ] ,如由于抗体的分子相








αvβ3特异性结合的配体 , 与抗体比较 , 其分子较小 , 已作
为化学药物的载体成功用于肿瘤血管的靶向治疗 [13 ] 。但
是 , 相对抗原 - 抗体结合而言 , 受体 - 配体的亲和力较




研究表明 , 重复的 RGD-4C序列相对于抗体和其它
多肽而言有其独特优点 [15 ] : 基于 tTF-F Ⅶ复合物的晶体
结构 , 以 3 个串联的 RGD-4C 序列为 tTF 载体表达的
( RGD) 3 -tTF融合蛋白可以跟完整组织因子一样结合于
磷脂膜表面 , 不会产生空间位阻影响 tTF与凝血因子 Ⅶ
和凝血因子 Ⅹ的结合 ; 带有两个二硫键的双重环化的
RGD-4C对αvβ3 的亲和力比单个二硫键的 RGD 高 20 %
～40 % ,比线性的 RGD 高 200 % ;重复的 RGD 序列相对
于单一的 RGD 序列对整合素具有更高的亲和力。因此 ,
本实验研究利用基因工程技术 , 在 tTF的 5′端分别引入
3 个重复的 RGD-4C序列 ,构建了融合基因 ( RGD) 3 -t TF
后进行表达、纯化 ,成功制备了 ( RGD) 3 -tTF融合蛋白并
分析其活性 , 凝血实验结果表明 ( RGD) 3 -tTF融合蛋白
保持了组分 tTF 的凝血功能 ,其凝血活性与 RGD-tTF融
合蛋白相仿 ( P > 0. 05) ,说明增加 RGD 配体数量不会影
响融合蛋白的凝血功能。但是 , ( RGD) 3 -tTF融合蛋白与
αvβ3 的最大结合能力是 RGD-t TF 的 1. 32 倍 (1. 25/
0. 95) , ( RGD) 3 -tTF融合蛋白特异性结合αvβ3 的能力显
著提高 ( P < 0. 01) 。尽管受体αvβ3 与配体 RGD 的亲和
力较低 ,但引入 3 个重复的 RGD-4C序列的 ( RGD) 3 -tTF
融合蛋白不仅带有两个二硫键 , 而且具有 3 个配体
RGD , 增加了配体数量 , 从而提高了与受体αvβ3 的亲和
力 ,能改善选择性诱发肿瘤血管栓塞的效率。本实验研
究结果同时也说明 : Hu 等 [14 ]制备的 RGD-tTF融合蛋白
抗肿瘤效果不理想 , 其原因可能在于仅有单一 RGD 配
体的 RGD-tTF融合蛋白与受体αvβ3 的亲和力较低。
本研究表达成功的 ( RGD) 3 -tTF融合蛋白以 3 个重
复的 RGD-4C序列作为 tTF的载体 , 克服了空间位阻的
弊端 , 提高了结合αvβ3 的能力 , 这一结果对 RGD 在 tTF
作为效应因子的肿瘤血管靶向治疗中的应用有重要意
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图 3 ( RGD) 3-tTF与αvβ3 特异性结合分析 . 与 RGD-tTF组比较 , F =
140. 17 , 3 P < 0. 01.
Figure 3 The analysis of ( RGD) 3-tTF specific binding to αvβ3. Compared
with the RGD-tTF group, F = 140. 17,
3 P < 0. 01
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